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Interleukin (IL)-33 is a multifunctional cytokine that belongs to the IL-1 cytokine family and expressed by multiple organs 
and cell types. Recent studies have showed that IL-33 plays an etiological role in several fibrotic disorders and may be 
involved in the pathogenesis of chronic respiratory diseases. It has been reported that IL-33–induced cutaneous fibrosis 
is associated with the increased fibroblast proliferation and altered expression of extracellular matrix-modifying genes. 
However, the role of IL-33 in regulating of functions of lung fibroblasts remains unclear. In the present study we examined 
the effect of IL-33 on proliferation of human lung fibroblasts. Five primary lines of normal adult human lung fibroblasts 
were cultured for 3-7 days in the presence of increasing concentrations of IL-33. We have observed that normal human 
lung fibroblasts responded in a dose-dependent manner to treatment with recombinant human IL-33 by increasing prolif-
eration rates 1.5- to 2.3 fold compared to the non-stimulated control. The maximum effect of IL-33 on fibroblast prolifera-
tion was observed in the cytokine concentrations range from 2 ng/ml to 100 ng/ml. These results suggest that IL-33 may 
play an important role in the regulation of the human lung fibroblast proliferation. Human lung fibroblasts activated by 
IL-33 may act as effector cells not only in the pathogenesis of lung diseases, but also in lung remodeling processes.
Interleukin (IL)-33 is a multi-functional cytokine that be- 
longs to the IL-1 cytokine family 
and mainly expressed by fibro-
blasts, epithelial cells, endotheli-
al cells, and smooth muscle cells 
in the lung, kidney, skin, stomach 
and central nervous system [2, 4, 
10]. In the absence of pro-inflam- 
matory stimuli, IL-33 localizes to 
the nucleus where in its uncleaved 
form it interacts with histones H2A 
and H2B [9]. IL-33 is released from 
cells undergoing necrotic cell death 
and thus functions as a damage-as- 
sociated molecular pattern (DAMP) 
[11]. The biological effects of IL-33 
are mediated through interaction 
with the receptors ST2 and IL-1 
Receptor Accessory Protein, both 
of them are widely expressed by 
fibroblasts, mast cells, macropha- 
ges, innate immune cells and T-hel- 
per 2 (Th2) cells [3]. Circulating 
IL-33 is elevated in patients with 
pulmonary diseases, anaphylaxis, 
rheumatoid arthritis, atheroscle- 
rosis, Alzheimer’s disease, inflam- 
matory bowel disease and sepsis 
[1]. Recent studies have revealed 
a connection between IL-33/ST2 
and development of fibrotic dis-
orders, such as pulmonary fibro-
sis, scleroderma and progressive 
systemic sclerosis [6, 7, 8, 11]. It 
has been reported that IL-33-in- 
duced cutaneous fibrosis is asso- 
ciated with the increased fibro- 
blast proliferation and altered ex- 
pression of extracellular matrix-
modifying genes [5]. However, the 
role of IL-33 in regulation of fun- 
ctions of lung fibroblasts remains 
unclear. 
The aim of the present study 
was to investigate the effect of 
rhIL-33 on proliferation of human 
lung fibroblasts in vitro.
Materials and Methods
Five primary normal adult hu- 
man lung fibroblasts lines (NHLF1- 
NHLF5) were purchased from NIH 
(Bethesda, MD) and Lonza Wal- 
kersville (Walkersville, MD). Fib- 
roblast lines were grown in T75 
culture flasks in a humidified at- 
mosphere of 5% CO2 at 37°C in the 
high serum tissue culture medium 
DMEM with glutamine, sodium py- 
ruvate, antibiotic/antimycotic, and 
10% bovine calf serum.
NHLF were tested in passage 
three-seven. Cells were grown to 
confluency, treated by trypsiniza- 
tion, washed, and replaced in the 
high serum tissue culture medium 
at 2x103 cells per well in 96-well 
flat-bottom tissue culture plates. 
After overnight incubation in the 
high serum tissue culture medium 
the medium in each well was re- 
placed with RPMI 1640 contain-
ing all supplements, except the se- 
rum concentration was decreased 
to 0.5% (the low serum tissue cul- 
ture medium). The fibroblasts were 
incubated for another 24 h before 
adding the test substances. Recom- 
binant human IL-33 (R&D Systems) 
was used in the concentrations of 
1, 2, 10, 50, 100 and 300 ng/ml. 
The low serum tissue culture me- 
dium alone was the negative con- 
trol. Proliferation of fibroblasts was 
analyzed using the cell prolifera- 
tion assay (CellTiter Aqueous; Pro- 
mega) in accordance with the ma- 
nufacturer’s recommendations, af- 
ter the fibroblasts were incubat-
ed with the test substances for 
3-7 days. Changes in the cell pro-
liferation rates were assessed in 
quintuplicate.
Results and Discussion
Normal human primary pulmo- 
nary fibroblasts proliferate in re- 
sponse to stimulation with IL-33. 
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One-way ANOVA revealed a sig-
nificant effect of IL-33 (in the con- 
centrations of 2 to 300 ng/ml) on 
the fibroblast proliferation. Increa- 
se in the proliferation rate was ob-
served in four lines (Fig.).
One cell line did not respond by 
a change in proliferation to treat- 
ment with IL-33 (data are not 
shown). The NHLF responded in 
a dose-dependent manner to treat- 
ment with recombinant human 
IL-33, by increasing proliferation 
rates 1.5 to 2.3 fold compared to 
the non-stimulated control fibro- 
blasts. The maximum effect of 
IL-33 on the fibroblast prolifera- 
tion was observed in the cytokine 
concentration of 2 ng/ml with a 
gradual decline in the concentra-
tions of 100 ng/ml and 300 ng/ml. 
The average increase in prolifera- 
tion rates in this concentration was 
1.95 ± 0.25-fold compared with the 
non-stimulated control cultures.
The results obtained suggest 
that IL-33 may play an important 
role in the regulation of the human 
lung fibroblast proliferation.
CONCLUSIONS
Recombinant human interleu- 
kin-33 stimulates the primary hu- 
man lung fibroblasts proliferation 
in a dose-dependent manner. 
Human lung fibroblasts acti-
vated by IL-33 may act as effec-
tor cells not only in the pathoge- 
nesis of lung diseases, but also in 
lung remodeling processes.
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ВПЛИВ ІНТЕРЛЕЙКІНУ-33 НА ПРОЛІФЕРАЦІЮ ПЕРВИННИХ ЛЕГЕНЕВИХ ФІБРОБЛАСТІВ
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Національний фармацевтичний університет
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Інтерлейкін 33 (IL-33, interleukin 33) – багатофункціональний цитокін, який належить до сімейства прозапаль-
ного інтерлейкіну 1. IL-33 стимулює продукцію прозапальних цитокінів різними за походженням клітинами ор-
ганізму і може функціонувати як негістоновий ДНК-зв’язуючий білок, який стабілізує формування нуклеосоми. 
IL-33 експресується в різних органах і тканинах. Основними джерелами даного цитокіну є ендотеліальні і епі-
теліальні клітини. IL-33 залучений у розвиток кардіоваскулярних захворювань, бронхіальної астми, ревматоїд-
ного артриту, хвороби Крона, гіпертрофії і гіперплазії тканин. Даний цитокін відіграє ключову роль в етіології 
і патогенезі деяких фіброзних захворювань (системного склерозу, фіброзу печінки, фіброзу шкіри). Відомо, що 
IL-33-індукований фіброз шкіри пов’язаний з посиленою проліферацією фібробластів і зміненою експресією генів 
позаклітинного матриксу. У той же час роль ІЛ-33 в регуляції функціональної активності легеневих фібро-
бластів залишається невідомою. Метою дослідження було вивчення впливу ІЛ-33 на проліферацію фіброблас-
тів легень людини. П’ять первинних ліній нормальних легеневих фібробластів культивували протягом 3-7 діб 
у присутності зростаючих концентрацій IL-33. Встановлено, що рекомбінантний людський IL-33 дозозалежно 
Fig. The effect of IL-33 on proliferation of primary fibroblasts: Treatment  
with IL-33 accelerated proliferation of the primary fibroblasts in  
a dose-dependent manner (CellTiter Aqueous assays, day 5).  
Data show the fold increase in the proliferation rate ± SD, in normal  
adult human lung fibroblasts
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стимулює проліферацію нормальних легеневих фібробластів. Так, встановлено підвищення активності пролі-
ферації фібробластів в 1,5-2,3 рази після стимуляції з IL-33 в порівнянні з інтактним контролем. Максималь-
ний стимулюючий ефект IL-33 на проліферацію фібробластів спостерігався в концентрації від 2 до 100 нг/мл. 
Отримані результати свідчать про важливу роль IL-33 в регуляції проліферації фібробластів легень людини.
ВЛИЯНИЕ ИНТЕРЛЕЙКИНА-33 НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ ПЕРВИЧНЫХ ЛЕГОЧНЫХ ФИБРОБЛАСТОВ
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Интерлейкин 33 (IL-33, interleukin 33) – многофункциональный цитокин, принадлежащий к семейству провоспа-
лительного интерлейкина 1 (IL-1) и обладающий иммунорегуляторными свойствами. IL-33 стимулирует выра-
ботку провоспалительных цитокинов различными по происхождению клетками организма и может функцио-
нировать в качестве негистонового ДНК-связывающего белка, стабилизирующего формирование нуклеосомы. 
IL-33 экспрессируется в различных органах и тканях. Основными источниками данного цитокина являются 
эндотелиальные и эпителиальные клетки. IL-33, вовлечен в развитие кардиоваскулярных заболеваний, брон-
хиальной астмы, ревматоидного артрита, болезни Крона, гипертрофии и гиперплазии тканей. Известно, что 
данный цитокин играет ключевую роль в этиологии и патогенезе некоторых фиброзных заболеваний (систем-
ного склероза, фиброза печени, фиброза кожи). Установлено, что IL-33-индуцированный фиброз кожи связан с 
усиленной пролиферацией фибробластов и измененной экспрессией генов внеклеточного матрикса. В то же вре-
мя роль IL-33 в регуляции функциональной активности легочных фибробластов остается неизвестной. Целью 
настоящего исследования являлось изучение влияния рекомбинантного человеческого IL-33 на пролиферацию 
нормальных фибробластов легких человека. Пять первичных линий нормальных фибробластов легких челове-
ка культивировали в течение 3-7 дней в присутствии возрастающих концентраций IL-33. Установлено, что 
рекомбинантный человеческий IL-33 дозозависимо стимулирует пролиферацию нормальных легочных фибро-
бластов. Было установлено, что после стимуляции легочных фибробластов IL-33 наблюдалось повышение ак-
тивности пролиферации в 1,5-2,3 раза по сравнению с интактным контролем. Максимальный стимулирующий 
эффект ИЛ-33 на пролиферацию фибробластов наблюдался в концентрации от 2 до 100 нг/мл. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о важной роли ИЛ-33 в регуляции пролиферации фибробластов легких человека.
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